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論文内容要旨
 【目的襲
 不妊症に対する体外受精・胚移植における妊娠率は,依然15～20%と低いのが現状である。
 この原因の一つである体外における初期胚培養環境を改善するために,種々の動物において共培
 養が試みられ,その初期胚発育促進効果が認められている。しかしながら,そのメカニズムの詳
 細については未だ不明である。また,共培養効果における成長因子の影響についての報告もされ
 ていない。そこで本研究では,マウス2細胞期胚と家兎卵管上皮細胞の共培養を行い,その初期
 胚発育促進効果を検討するとともに,このメカニズムの一因を解明するために,細胞接触の有無
 による共培養効果の比較と,ヒトIGF4を無血清培地および無血清培地共培養系に添加し,共
 培養系におけるヒトエGF4の初期胚発育促進効果を検討することを目的とした。
 【実験材料と方法】
 雌性成熟日本白色種家兎の卵管からコラゲナーゼ・トリプシン処理して得られた卵管上皮細胞
 を単層培養し,共培養細胞とした。また2細胞期胚は,過排卵処理し同系雄と交配させたICR
 系幼若雌マウスから卵管灌流法にて採取した。この2細胞期胚と卵管上皮細胞とを共培養し,初
 期胚発育および培地内酸素分圧をコントロールと比較した。また共培養時,共培養細胞と初期胚
 との間にcellcultureinsertsを挿入し,細胞接触の有無による初期胚発育を比較した。またヒ
 トIGF-1を無血清培地のみと無血清培地共培養系に添加し,共培養系におけるヒトIGF-1の効
 果を初期胚発育を通して検討した。
 ζ結果】
 共培養およびコントロールのマウス初期胚発育は各々,培養開始24時間後の4細胞期胚以上
 の率5L7%,40.6%(P<0.05),48時間後の桑実胚率26.8%,13.7%(P<0.01),72時閥後の
 胚盤胞率30.2%,12.1%(P<0.001)および96時間後の胚盤胞率53.8%,40.2%(P<0.01)で,
 すべての発育ステージにおいて,共培養が有意に発育促進を示した。また,培養開始72時間後
 の培地内酸素分圧は,メディウムのみ,コントロールおよび共培養で各々145.2±0.8,143.9±
 2.4,131.2±2.4mmHgで,共培養ではメディウムのみおよびコントロールに比べ有意な低下
 (P<0.01)を認めた。
 共培養細胞と初期胚の直接接触の有無による共培養実験では,培養開始96時間後の胚盤胞率
 は,コントロール40.1%に対して,細胞接触の有る共培養52.2%(P<0.01),細胞接触の無い
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 共培養50.0%(P<0.05)で有意差を認めたが,細胞接触の有無では有意差を認めなかった。
 また,無血清培地へのヒトIGF-1(無添加,0.5,1,5,10ng/ml)の添加による初期胚発育は
 非常に悪く,培養開始96時間後の胚盤胞率はIGF-1各添加濃度で5.3,5.3,7・1,8.6および9.1
 %で・添加濃度間で有意差は認められなかった。しかしながら,無血清培地共培養系へのヒト
 IGF-1(無添加,0.5,1,5,10ng/ml)の添加による初期胚発育においては,培養開始48時間
 後の8細胞期胚以上の率はIGF-1無添加15.8%に対して,0.5ng/m130.7%(P<0.05),1ng/
 m139.6%(P<0.00i),5ng/m134.6%(P<0.001)で有意な発育促進効果が認められ,また96
 時間後の胚盤胞率でも,無添加1L2%に対し,0.5ng/m122.7%(P<0.05),1ng/m130.6%
 (P<0.01)および5ng/m128.2%(P<0.Ol)で有意な発育促進が認められた。
 ζ結論および考察】
 家兎卵管上皮細胞との共培養により,マウス初期胚は発育促進を示し,培地無酸素分圧の低下
 がその効果の一因であることが示唆された。また,この効果は必ずしも細胞接触を必要としない
 ことから,共培養細胞から放出される液生因子によるものが主であることが示唆された。また,
 IGF4は単独無血清培地では初期胚発育促進効果は非常に低いが,共培養系に添加することによ
 り共培養開始48時間獄後の8細胞期胚塚降の初期胚発育において,IGF-10.5～5ng/mlの添加
 濃度で,共培養細胞と協同して初期胚発育促進効果を増強することが示唆された。しかしながら,
 この共培養による効果はIGF-1のみの効果だけではなく,その他多くの因子の関与が示唆され
 る。
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 審査結果の要旨
 不妊症とくに卵管性不妊症の最終治療法として,現在体外受精・胚移植(IVF-ET)が広くお
 こなわれているが,その妊娠率は依然15～20%と低いのが現状である。この原因として精子の
 状態・着床障害および受精卵の体外培養時の培養環境等が考えられている。inviVOでは初期胚
 と卵管上皮が共培養の状態にあると考えられることから,体外における初期胚培養環境を改善す
 るために,種々の動物において共培養の研究が試みられており,同種間および異種間で共培養に
 よる初期胚発育促進効果が認められている。しかしながら,その共培養効果のメカニズムの詳細
 については未だ不明である。また,成長因子の初期胚発育促進効果については種々の報告がなさ
 れているが,共培養系における成長因子の影響については報告されていない。
 そこで本研究では,マウス2細胞期胚と家兎卵管上皮細胞共培養系を用いて,その共培養効果
 のメカニズムと成長因子の共培養系への影響を解明することを試みたものである。
 まずマウス2細胞期胚と家兎卵管上皮細胞との共培養を行い,その初期胚発育促進効果を検討
 すると共に培地内酸素分圧を測定し,共培養系における培地内環境を検討している。その結果,
 家兎卵管上皮細胞との共培養によりマウス初期胚はコントロールに比して,すべてのステージに
 おいて発育促進が認められ,また共培養群の培地内酸素分圧が低いことより,共培養細胞存在下
 の低酸素状態がこの共培養効果の一因であることが示唆された。
 次にinvivoでは初期胚は卵管上皮と接触しっっ発育移動することから,この共培養効果にお
 ける細胞間の直接接触の必要性を検討するために,初期胚と共培養細胞との聞に,CELLCUL-
 TUREINSERTSを挿入し,細胞接触の有無による共培養効果を比較している。その結果,初期
 胚と共培養細胞との直接接触は共培養効果に必ずしも必要ではないことが示され,共培養細胞か
 ら放出される液性因子の効果が主であることが示唆されたことは興味深い。
 また本研究では,IGF-1がヒト卵管上皮に存在する可能性があることより,成長因子とくに
 IGF-1に着目して,無血清培地のみと無血清培地共培養系に対するヒトIGF-1の効果を検討して
 いる。その結果,ヒトIGF-1は無血清培地のみに添加しただけでは初期胚発育促進効果は非常
 に少ないが,共培養系に添加することにより,共培養開始48時間以後の8細胞期胚以降の初期
 胚発育において,共培養細胞と協同して,初期胚発育促進効果を増強することを初めて示し,
 IGF-1の効果について新たな知見を示した。
 本研究は共培養効果のメカニズムおよび共培養系への成長因子の効果についての新たな知見を
 加えたもので,将来共培養をヒトIVF-ETへ応用する時の基礎研究として重要な資料を提供する
 ものと考えられ,学位論文に十分値するものと判断される。
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